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L HttSSUNTO 



La presente invenzione relativa a raicrocapsuale a doppio strato 
di polisaccaridi naturali-ehitosano e alginato-gelificate e 
stabillzzate per mezzo di uno lone divalente contenentl al proprio 
interno almeno una sostanza biologicamente attlva. Le microcapsule 
dell'lnvenzlone possono essere Impiegate come veicoli per la 
somministrazione orale di sostanze biologicamente attive, anche 
associate a un adiuvante la risppsta biologica dellfr.stesse, . 
somministrate a seopo preventivo o terapeutico. Tali sostanze possono 
essere scelte, ad esempio, tra antigeni e adiuvanti in grado di 
stimolare la risposta immune eontro agenti infettivi o non infettivi, 
oppure tra chemioterapici e adiuvanti con effetti di tipo terapeutico- 
A seconda del tipo di sostanze biologicamente attive inglobate neUe 
microcapsule ci potranno essere diversi utilizzi per la vaccinazione 
o per la terapia per via orale in campo umano e veterinario. 
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L'invenzione d relative a microcapsule a doppio strato dl chltosano ed 
alglnato gelificate e stabllizzate con uno ione divalente, incorporanti 
almeno una sostanza biologicamente attlva. utilmente impiegabili a scopi 
vacdnogeni o terapeutici per via orale in campo umano e veterinario. 
STATO DELLATECNICA 

Alio scope di veicolare in mode efficace per via orale agent! terapeutici. 
come ad esempio protelne o peptldl, comunemente sommlnlstrablll solo 
per via parenterale. da tempo la ricerca s! d indirizzata vereo la 
preparazlone di microcapsule in grado dl Inglobare e riiasciare In modo 
controllato tall agent!. 

Tra I pollmeri Impiegabili per preparare microcapsule, i polisaccaridi 
natural! come amido. K-carragenano, alglnato, agar, agaroslo. destrano e 
chltosano risultano particolamnente interessanti per ie loro propriety 
chimico-fisiche e per la loro elevata blocompatibilit^ e blodegradabllltd. I 
polisaccaridi soho in^tti pollmeri non tosslcl che possono fomiare 
strutture gelifomii. in cui g posslbile Inglobare agent! terapeutici, o ^ 
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comunque biologicamente attlvl. anche ad elevato peso molecolare. 
Inoltre § noto che I pollsaccarldi possiedono propriete bloadeslve, 
caratteristica questa partlcolarmente Importante per un assorbimento 
terapeutlcamente efficace attravereo la mucosa gastrica o intestlnale dei 
principi attivi inglobati. 

Sla ii chHosano che I'alglnato da soli o In comblnazlone tra loro o con aitri 
pollmeri sono stati studiati per I'incapsulazlone dl proteine. In quanta in 
ambiente acquoso possono geliflcare e fomiare microcapsule. Tale 
processo, per I'alglnato, risulta favorito dalla presenza dl Ion! dlvalenti ed 
In partlcolare ioni calclo. 

Polk. A. et al. {1994 J. Pharm. ScL, 83:178-185) descrlve la preparazlone 
dl microcapsule contenenti albumina con differenti concentrazioni dl 
acldo alginico (da 1 .5 a 2.5 % p/v), chltosano (da 0.1 a 0.4% p/v) e calclo 
cloruro (1.5% p/p) ottenendo microcapsule con un diametro di circa 250 
Mm alio stato secco e ne studia ie caratteristiche chlmlco-flsiche e di 
rilasdo deH'albumina. 

PID recentemente Vandenberg G.W. et al. {2001 J. Control. Release 77: 
297-307) ha studiato I'Influenza di diversi fattorl sul rilasdo dl albumina 
da coacervati dl alginate e chltosano, gellflcati con calcic cloruro. In 
condlzioni basall, a pH acldo (1.5) e neutro (7.5), alio scopo dl 
identlficare Ie condlzioni ottlmall per la messa a punto dl un sistema dl 
incapsulazlone per la velcolazione di proteine. II protecollb standard per 
I'incapsulazlone deH'albumina era: una soluzlone acquosa dl alginate al 2 
% p/v, a cul era aggiunto II 25 % (massa dl protelna : massa di alginate) 
dl albumina. era estrusa in una soluzlone di chltosano al 2 % p/v In acldo 
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acetico, la cui soiuzione era portata a pH 5.5 ed a cui era aggiunto calcio 
cloruro airi.5 % p/v. I diversi fattori studiati rispetto a questo protocolio di 
incapsulazione erano: i) difFerenti percentuaji di caricamento della 
proteina (25, 50, 75, 100 % massa di proteina: massa di aiginato p/p); ii) 
diversi pH (3, 4, 5, 6) del me2zo durante I'lncapsulazione oppure ill) 
concentrazioni variabiii del tre componenti. In particolare, in quest* ultima 
condizione Ig ritenzione della proteina d state provata in concentrazioni 
comprese tra 1.0 e 3.0 (1.0. 1.5, 2.0, 2.5, 3.0) % p/v di aiginato, da 0 a 
0.75 % (0, 0.125, 0.25, 0.375, 0.5, 0.75) p/v di chitosano e da 0.05 a 5 
(0.05, 0.1. 0.5. 1. 1.5. 5) % p/v di CaCb. I dati sperimentali indicano che 
la cbncentrazione ottimale dell'alglnato per I'inglobamento delta proteina 
d il 2 %, mentre la ritenzione della stessa a pH addo raggiunge il 
massimo alia concentrazione di aiginato del 2.5 %. Per il chitosano le 
concentrazioni migliori risultano essere 0.125 % per I'lncapsuiamento e 
0,25 % per la ritenzione della proteina a pH acido, mentre la variazione 
delie concentrazioni di caido non sembrano significative per influenzare i 
due parametri considerati, risultando che per il calcio la concentrazione • 
migllore per entrambi i parametri § lo 0.5 %. II caricamento della proteina 
pID idoneo risuKa essere al 25 %. 6 comunque importante osservare che 
in ambiente acido in condizioni che simulano ie condizioni gastriche con 
le microcapsule descritte si ha sempre un significativo rilascio della 
proteina, mentre in condizioni neutre questo non sembra influenzato. 
Per la messa a punto di efficad sistemi di veicolazione per via orale di 
sostanze biologicamente attive, particolare attenzione va riservata al 
rilascio a liveilo intestinale. L'assorbimento intestinale pu6 essere infatti 
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preferito per sostanze facilmente degradabili In ambiente acldo o per 
sostanze in grado di produrre una risposta Immune, rilascio che, 
assoclato alia capaclte dl aderire alia mucosa delle microcapsule 
Implegate per la velcolazlone dl dette sostanze, pud determlnare un 
signlficatlvo Increment© delta risposta. In questo ultimo caso d nolo InfettI 
Che la mucosa Intestlnale presenta un elevato numero dl cellule llnfoldl 
Che sono In grado dl produnre un'efficiente risposta Immunltaria agll 
stimoll InfetBvl estemi (Van der Lubben f.M. et al.. 2001 Adv. Drug. Del. 
Rev. 52: 139-144; Schep LJ. et al., 1999 J.Contr. Release. 59: 1-14). 
Questo processo non sembra per6 essere una pecullarlt^i conflnata al 
soil mammlferl. InfattI, ad esempio, la letteratura riporta interessantl dati 
In tal sense nel pescl. anche se I'esatta nature della risposta Immunltaria 
sistemica In segulto a sommlnlstrazlone orale nei pescl non 6 ancora 
totalmente compresa. SIstemI dl rilascio orale, adatti a proteggere 
I'antigene nello stomaco del pesce e a pemrietteme la captazlone a llvello 
Intestlnale, dove pud essere processato dalle cellule competenti, sono In 
grado di evocare una risposta Immunltaria protettlva (Schep L.J., et al. 
1999 ref. cit). RIguardo la risposta Immunltaria locale h stato visto che II 
secondo segmento deirintestino terminate del pesd d capace dl 
assortjire antlgeni solublll o partlcellari (Schep L.J., et al 1999 ref. cit). 
Ed ancora antlcorpi specific! sono stall ritrovati In diverse specfe Ittlche 
vaccinate oralmente quail: trote. branzlnl. pesd gatto e passerini 
(Ainsworth AJ et al. 1995 J. Fish Disease 18 (5): 397- 409). 
Alio scopo di ottenere sIstemI efflcienti per I'assorblmento Intestlnale a 
segulto della sommlnlstrazlone per via orale d quindl necessario che: i) te 
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microcapsule inglobanti le sostanze blologlcamente atlive non vengano 
significatlvamente degradate in amblente acldo a livello gastrico 
proteggendo le stesse dalla degradazlone e che le stesse non slano 
significatlvamente rllasclate in amblente acldo, pennettendone cosl 
ramVo neirintestino; li) la superficle estema delle microcapsule abbia 
buone capacity bioadesive in modo da aderire alia mucosa Intestlnaie e 
rilasclare In modo controllato le sostanze blologlcamente attive Inglobate. 
Le microcapsule devono Inoltre inglobare una o plO sostanze in modo da 
Indun© una sufflclente risposta blologica ed avere una dimensione molto 
ridotta (<10|jm) in modo da potere essere captate dalle placche del 
Peyer. La captazlone da parte delle placche del Peyer d particolamtente 
Importante nel caso In cul le sostanze blologlcamente attive slano 
antlgeni sommlnlstrati alio scopo di indurre una risposta Immunltarla. 
£ Inoltre importante che II slstema di velcolazlone per via orale nel suo 
insieme sia di facile sommlnlstrazione e reallzzazione Industriale e di 
costi contenutl. 

Bench6 gli studi fatti sul rilascio da coacervati di alglnato e chitosano da 
Vandenberg G.W. et al. {ret dt) slano di sicuro Interesse. le 
microcapsule . descritte non sembrano possedere le caratterlstiche 
necessarie per la messa a punto di un slstema di velcolazlone per via 
orale con le caratterlstiche sopra dette. In relazlone al fetto che 11 rilascio 
della proteina Inglobata - nelio specifico albumina - awiene 
essenzlalmente a pH acido. 
SOI\/IMARIO 

Lo scopo b quelle di sviluppare un nuovo sistema dl sommlnlstrazione 
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per via orale di sostanze biologicamente attive. in grado dl determlnare 
un assorblmento essenzialmente a iivelio Intestfnale, in microcapsule dl 
pollsaccarldi naturall che abblano le carattpristlclie di: i) inglobare almeno 
una sostanza biologicamente attlva In modo che venga protetta dalla 
degradazione in amblente acldo a livello gastrico; 11) permettere il riiascio 
della stessa a Iivelio dell'lntestino; iii) avere buone capacity bioadeslve in 
modo da aderire alia mucosa Intestinale e rilasclare in modo controllato 
la stessa; Iv) avere una dimenslone molto ridoUa in modo da potere 
essere captate dalle placche del Peyer. particolanhente nel caso di 
antlgeni somminlstrati a scopi vaccinogeni e di molecole degradabill 
enzimatlcamente. 

Inoltre il sistema deve essere In grado dl inglobare una o pIQ sostanze in 
modo che dal lore riiascio si ottenga una sufficiente risposta biologica. 
Alio scopo d stato sorprendentemente trovato che particoiare rllevanza, 
per la stability dalle microcapsule e per il rilasdo di una o pID sostanze 
biologicamente atUve in esse contenute a livello intestinale. come pure 
per le dimensioni delle microcapsule stesse. hanno opportuni ed Inattesi 
rapporti di concentrazione tra I polisaccaridi alginato/chitosano e ancor 
piCi tra i pollsaccarldi alginato/chitosano e uno lone divalente nella 
preparazione delle stesse. inoltre i'agglunta di un terzo poilmero come 
I'Idrosslpropllmetlcellulosa (HPMC) risulta preferenziale agli scopi delta 
presente invenzione. 

L'oggetto della presente invenzione sono quindi microcapsule a doppio 
strato di polisaccaridi costltute da uno strato estemo di chitosano. uno 
strato intemo di alginate, ottenute: 
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- da soluzioni di alginate con conoentrazloni di partenza comprese tra 2 
-4%p/v; 

- da soluzioni di chitosano con concentrazioni di partenza comprese tra 
0,1-0,5%p/v; 

- da soluzioni di lone divalente con concentrazioni di 0.5 % p/v, quando 
lo lone divalente 6 in funzione di gelificante deiraiglnato per la 
fomiazlone di capsule monostrato di alginate inglobanti almeno una 
sostanza biologicamente attiva e comprese tra 10 - 15% p/v quando lo 
lone divalente d in funzione stebilizzante delle capsule a doppio strate. 
Sono ulteriori oggetti della presente invenzione i) il processo per la 
preparazione di dette microcapsule, ii) le composizioni per la 
somministrazione delle stesse ed ill) il ioro impiego come veicolo per la 
somministrazione per via orale di sostenze biologicamente attive per la 
profllassi e la terapia di maiattte infettive o non infettlve in campo umano 
e veterinario. 

BRB/E DESCRIZIONE DELLA FIGURA 

FIgura 1: A) Foto di microcapsule a doppio strato: B) particolare delle 
stesse a maggior ingrandimento. 

FIgura 2: Effetto della variazione della concentrazlone di chitosano. 
alginate, cloruro di calcio e.HPMC nel processo di microincapsulazione 
espressa come percentuale p/v: A) effette sulla frazione di caricamente. 
B) effetto sui rilascio totele del lisozlma della rfiicrocapsula. 
DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELL'INVENZIONE 
Le caratteristiche e I vantaggi delle microcapsule saranno meglio 
compresi nel corso della seguente descrizione. iii cui tell microcapsule a 
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doppio strato di chitosano/alginato saranno descritte come esempi> 
posslbill attuazioni. Gli esempi descritti quindl saranno fornltl a scopo 
illustrativo e non limitativo dell'invenzione stessa. 
Nelia messa a punto dl un efficiente sistema di veicolazione per via orale 
di sostanze biologicamente attive, particolare attenzione § stata dedicata 
alia sceita del polimeri per la preparazione deile miciocapsule con 
riguardo alia loro stability in ambiente acldo ed alia capacity di riiasclare 
le sostanze biologicamente attive a livelio intestinale. 
Con riguardo a questo aspetto. tra I polimeri sono stati preferiti 
pollsaccaridi naturali per la loro elevata biocompatibilit^ e non tossicit^i, 
oltre Che per le loro propriety chimico-fisiche e per le loro numerose 
applicazioni industrial!. Alio scopo sono stati sceiti il chitosano e 
ralginato, pollsaccaridi In grade di fonnare get in ambiente acquoso e 
Che sono gik di largo implego neil'industria alimentare e fennaceutica. il 
chitosano risulta, tra I'altro, adatto per le propriet^i mucoadesive e perch6 
pemnette dl ottenere. con opportune tecniche, ad esempio con la tecnica 
dello spray dry. microcapsule di dimensioni <5nm (diametro ottimale per 
la captazione o uptake delle microcapsule a livelio della mucosa 
Intestinale). Gli alginati sono attualmente utilizzati in diversi settori 
farmacologici e biotecnologici con applicazioni che vanno dal rilascio 
controllato del farmad all'incapsulazione di enzimi e/o cellule, anche 
note Che I'atginato. In presenza di ioni divalenti, come ad esempio 
magnesio. zinco e calcio, pud formare del geli che tendono a precipitaro 
in presenza di un eccesso di tali lonl. Agli scopi della presente invenzione 
lo lone calcio d preferenziaie. 

9 
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Le microcapsule delta presente Invenzione sono costitulte da un doppio 
strato polimerico, con un rivestimento estemo pollcatlonico di chltosano 
ed un Involucro Intern© polianlonico dl alginate in cui, qualora agglunta, la 
HPMC d interdispersa. II quale involucro intemo ingloba almeno una 
sostanza biologicamente attiva. 

Quando lo scope d la messa a punto di un sistema vaccinogeno la 
sostanza biologicamente attiva puo essere una sostanza biologicamente 
attiva in grado di indun^ una risposta immunltaria. un antigene oppure un 
antigene associate ad un adiuvante. 

Gli antigeni possono essere sceiti ad esempio tra: preparazioni con 
microrganismi uccisi mediante agenti chimici o fisici, preparazioni con 
mutageni avirulenti selezionati mediante coltura differenziale, 
preparazioni con tossine svelenate, preparazioni con frazioni batteriche, 
vaccini sintetici costituiti da specifici epitopi e vacclnl anti-virall. Inoltre, in 
questo caso, a seconda del tlpo di risposta che si intende evocare, a 
quest! pu6 essere associate uno specifioo adiuvante in grado di 
incrementame la risposta biologica. 

11 lisozima d una sostanza biologicamente attiva particoiamiente 
interessante per gli scopi della presente invenzione. Infatti 11 lisozima ^ 
una proteina globulare di 14.000 Dalton a carattere fortemente basico di 
cui sono note da tempo le propriety antivirali, antibatteriche ed 
immunomodulanti (Lysozyme: Model Enzymes in Biochemistry and 
Biology, edited by PJolles.- BirkhSuser 1996). Inoltre. numerose 
osservazioni conconrono a definire la concrete possibility che a livello del 
sistema linfatico intestinale sia possibile modulare una risposta 

10 



3982PflT Notarbartolo&GervaslS.p.A. 

immunltaria contra bersagli sistemici mediante llsozima. 
II llsozima da bianco d'uovo dl gallina (HEL) rappresenta un antlgene ben 
caratterlzzato che, opportunamente processatp e presentato In 
assoclazlone al complesso magglore dl Istocompatlbilft^ (MHC) di classe 
II. pu6 evocare rattivazione delle risposte mediate dai llnfocltl T 
cooperanti (T helper) (Oki A, Sercarz E. 1985 J. Exp. Med. 161: 897; 
Alton PM et al. 1984 Proceedings Nat Acad. Sci. USA; 81: 2489). In 
particolare. sono state identlficate diverse regloni sulla molecola del HEL 
capaci di modulare le risposte delle cellule T (Allen PM et al. 1984 ref. 
at), evidenziando che una molecola MHC di classe II ed una semplice 
proteina globulare possono generate detemiinanti multipll o ligandi 
specific! per il recettore della cellule T (Allen PM et al. 1985 J. Exp. Med.; 
162: 1264). Comspondentemente, d utile sottbllneare come I'HEL sia 
state descritlo capace di produrre un quadra dl immunostlmolazione 
sistemica, sia in modelli sperimentail (Reitano S. et al. 1982 Fed. 
Proceedings 41: 608) sia in trials clinld nell'uomo (Cartel F. et al. 1991 
Drug Invest. 4 : 51). Tale quadro § associate, almeno nei mammiferi, ad 
un'interazione con le placche del Peyer (Namba Y. Et al. 1981 Infec. & 
Imm.; 31: 580). 

Per queste sue propriety il llsozima pu6 essere efficientemente veicoiato 
con le microcapsule dell'lnvenzione da solo, come sostanza 
biologicamente attlva, o anche come adiuvante associate a qualsiasi 
antigene. Quando lo scopo sia, ad esempio, la messa a punto dl un 
sistema vacdnogeno per ottenere una suffidente risposta immunltaria. 
qualunque sia I'antigene scelto. risulta infatti preferenzlale I'implego del 
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llsozima come adiuvante per ie sue note propriety gl& dtate. Non 
possono comunque essere esdusi altrl adiuvanti noti in grado di 
stimolare Ie cellule llnfodtaiie T o B come ad esempio MycobatAertum 
sp., muramil dipeptlde, glucani (estrattl di iievito), levamisoio, BCG, 
Corynebacterium parvum, polinucieotidi, o lipopoiisaccaridi, o mitogeni 
come Ie lectine o citochine. 

Per scopi terapeutici, invece, Ie sostanze biologlcamente attive possono 
essere chemloterapici. citochine o fattori di crescita. 
E' noto Che I'interazione ionica tra chitosano e alginate permette di 
ottehere la stabilizzazlone della struttura di microcapsule con essi 
preparate, ralientando cosl 11 tempo di rilasclo, e che la presenza di 
chitosano conferisce al sistema un certo grado di mucoadeslone; 
clononostante il problema della dimenslone di microcapsule Inglobanti 
una sostanza biologlcamente attlva, ma soprattutto della stability delle 
stesse e del rilasclo in ambiente addo deve essere considerate con 
particolare attenzione alia luce dei risultati ottenuti sul rilascio in 
ambiente addo pluttosto che neutro da Vandenberg G.W. et al. (ref. cit) 
e gid in precedenza dtati. In particolare, per la preparazione di 
microcapsule in grado di inglobare almeno una sostanza biologicamente 
atbVa. opzlonalmente assodato ad un adiuvante, in quantity sufficiente 
ad indun-e la risposta biologica voluta e di proteggere gti stessi In 
ambiente addo e di rilasdarii a iivello intestlnale, Ie caratteristiche 
preferite del polisaccaridi sono: 

- chitosano: polirriero In fonma idrosolubile, a basso peso molecolare e di 
circa 160.000 Dalton, con grado di deacetilazione dell'ordine dell'87 %. in 
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concentrazioni comprese tra 0.1 e 0.5 % pA^; 

- sodio alginate: polimero con peso molecolare di circa 200.000 Dalton, 
viscosity con un valore di circa 200 mPa, ed un grado di purezza 
dell'ordine del 86 %, in concentrazioni comprese tra 2 e 4 % p/v; 

- ione calcio, nelia forma preferita di cioruro, in concentrazioni comprese 
tra 10 e 15 % p/v. 

Ppzionalmente ai due polisaccaridi sopra detti pu6 essere aggiunta 
HPIVIC preferibilmente di grado 90 SH - 4000 SR e viscosity 4000 alio 
0.4% p/v. L'HPI\/IC contribuisce positivamente nel cohtrollo del diametro 
delle particelle e sutia viscosity della soluzione. con un migiioramento 
della geiificazione, noncliS sui caricamento delle sostanze 
biologicamente attive. ad esempio un adiuvante ed un antigene, e la loro 
ritenzione come sard evidente dai risultati di seguito ripdrtati. 
Inoltre, per la captazione a llvello della mucosa gastrointestinale, in 
particolare a llvello delle placche del Peyer, 11 diametro della 
microcapsule deve essere al di sotto del 10 pm. 
Le microcapsule secondo i'lnvenzione possono essere preparate con 
metodi noti come ad esempio per iniezlone, con la tecnica dello spray dry 
o altre ancora. 1^ preparazione per emulsione risulta la preferita per gli 
scopi deirinvenzione. 

Le microcapsule a doppio strato di polisaccaridi sono state in ogni case 
preparate secondo un procedimento comprendente le seguenti fast 
caratterizzanti: 

a) formazione di capsule monostrato InglobantI almeno una sostanza 
biologicamente attiva a part're da soluzioni di alginate in concentrazioni 
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comprese tra 2 - 4 % p/v, in cui detta sostanza d dispersa, per 
gellflcazlone con una soluzione di uno ione divalente alia concentrazione 
dl 0,5 % p/v; 

b) fonnazione del secondo strata di chitosano e stabrlizzazione della 
microcapsule a doppio sfrato ottenute per agglunta di una soluzione di 
chitosano In ooncentrazloni comprese tra 0,1 e 0,5 % p/v e contenenti lo 
ione divalente In concentrazioni comprese tra 10 - 15 % p/v nella 
soluzione contenente le capsule mbnostarato dl alginate inglobanti almeno 
una sostanza blologicamente attiva ottenute In a), 
bpzlonalmente, nella preparazione delle microcapsule monostrato alia 
soluzione di alginate pu6 essere aggiunta la HPMC alio 0.4 % p/v. 
Nel case della preparazione delle microcapsule secondo gli esempi di 
seguito riportati il metodo generate era per emulsions ed era il seguente: 
a) Preparazione delle soluzioni: 

Soluzione A: CaCb (10, 12, 15 % p/v) era aggiunto a 30 ml di una 
soluzione di chitosano (0.1, 0.2, 0.5 % p/v), solubllizzato in acqua/addo 
acetlcb (0.5 % v/v); la soluzione cos! ottenuta veniva portata a pH 5.5 
con aggiunta di NaOH IN. 

Soluzione B: 1ml di Ariacel 1689 (tensioattivo) era aggiunto a 100 ml dl 
olio di girasole e la soluzione era tenuta in agitazione a 1000 giri/minuto 
per 10 minuti 

Soluzione C: 12 ml di HPMC alio 0.4 % p/v (1 gr in 100 ml di EtOH + 150 
ml apqua) venivano aggiunti a 10 gr di soluziohe di sodio alginate (2. 3, 4 
% p/v); si Idsdava in agitazione per circa 5 minuti e successi>^mente si 
sonicava per altri 5 minuti; 
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Soluzione D: 0.1 gr di lisozima e/o 0.1 gr (o meno) di antigene o altre 
sostanze biologicamente attive erano risospesi in 1 ml d'acqua 
Soluzione E: Soluzione di CaCl2 0.5 % + 1 % Tween 80 in 10 ml d'acqua 

b) Emulsionamento (in agitatore ad albem) 

- La soluzione D veniva sospesa nella soluzione C (con o senza HPMC) 

- Si teneva in agitazione per 10 minuti 

- La sospensione ottenuta si versava goccia a goccia nella soluzione B 

- Si lasciava in agitazione per altri 1 0 minuti a 1 000 giri/minuto 

- Si agglungeva lentamente la soluzione E 

- Si lasciava in agitazione per 5 minuti a 1000 giri/minuto 

- SI agglungeva la soluzione A 

- Si lasciava in agitazione per 1 000 giri/minuto 

- Disidratazione con 60 ml di isopropanoio sotto agitazione per 5 minuti 

c) Isolamento delie microsfdra 

- L'emulsione ottenuta era centrifiigata per 1 0 minuti a 1 1 00 xg 

- Si filtrava sotto vuoto medlante flltri di nitrate di cellulose con cut- offdi 
0,45 pm e si risclacquava II residue con isopropanoio. 

e) Essiccamento 

- II precipitate era Infine asciugato in stufa a syc per 24 h. 

Alia fine si ottengono delle particelle costitulte da un rivestimento estemo 
di chitosano. ed uno Interne di alginate inglobante il lisozima e I'antigene, 
tra I quail d interdispersa I'HPMC. Con questa procedure § possibile 
ingiobare nella microcapsule una quantity di sostanza pari sine al 
masslmo del 20 % In peso rispetto al totale della microcapsula. 
Con II procedlmento sopra descritto sono state preparate microcapsule 
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variando opportunamente i rapporti di chitosano/alginato/calcio cloruro ± 
HPMC secondo lo schema di tabelia 1 : 
Tab. 1 



variabiii 


numero di livelli 


livelli 


HPMC 


2 


si/no 


chitosano 


3 


0.1 






0.2 






0.5 


alginate 


3 


2 






3 






4 


CaCb 


3 


10 






12 






15 



Con le variabiii indicate in tabelia la quantity teorica di lisozima 
microincapsulato d come segue (tabelia 2): 

Tab.2 





% 


% 


% 


0.4% 




% lisozima 


Exp 


chitosano 


alginate 


Caa2 


HPMC 


lisozima 


incapsulato* 


1 


0.1 


2 


10 


+ 


O.lg 


33 


2 


0.2 


3 


12 


+ 


tt 


25 


3 


0.5 


4 


15 


+ 


a 


20 


4 


0.1 


3 


15 




u 


25 


5 


0.2 


4 


10 




u 


20 


6 


0.5 


2 


12 




a 


33 


7 


0.1 


4 


12 


+ 


n 


20 


8 


0.2 


2 


15 


+ 


a 


33 


9 


0.5 


3 


10 


+ 


a 


25 
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* % lisozima = grammi di lisozlma / (grammi di lisozima ••■ grammi di alginate). 

Di seguito sono riportati alcuni esempi di preparazione di microcapsule 

preparate secondo II procedlmento generate In precedenza descritto, In 

cui i componenti erano comblnati tra di loro in rapporti divers! secondo la 

Tabeila 2 e secondo rapporti preferenzlali In cui ii ciiitosano d alio 0,1 % 

p/v, I'aiglnato d a! 4 % e lo lone calcic Implegato in funzione stabilizzante 

d ai 15 % pA^ e inglobanti 11 lisozima e un antlgene o solo il lisozima. 

Esemolo 1: preparazione per emulsione di microcapsule di ciiitosano 

(0.1 % p/v), alginate (4 % pA/) contenenti iisozlma (0.1 g) e/o Vibrio 

anguillarum 

Materiali 

- Soluzlone acquosa di sodio alglnato al 4 % (Pronova): 0,4 g di sodio 
alginato erano scioltl In 10 ml di acqua 

- Soluzlone acquosa di HPI\^C alio 0.4 % p/v (Elgenmann - Veronelli ; 
Milano) (12 ml); 1 gr di HPMC era sclolta In 100 ml di EtOH e si 
agglungevano di seguito 150 ml di acqua. 

- Soluzlone dl CaCl2 0.5 % + 1 % Tween 80 In acqua (Applied - Science 
Laboratories Inc) (10 ml) 

- Soluzlone al 15 % p/v dl CaCbanldro (SIGMA): si solublllzzavano 4.5 gr 
di CaCb in 30 mi d'acqua e si flltrava lai soluzlone 

- Soluzlone di cHitosano CL 210 alio 0.1 % (Fluica): si agglungevano 30 
mg di chltosano in 30 mi di una soluzione di CaCIa anldro al15 % in 
mode da avere una concentrazione finale dl chltosano alio 0.1 % p/v 

- Isopropanolo (BDH, POOL. Uig, (60 mi) 

- Olio di girasole (ESPERIS S.P.A.). (100 ml) , 
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- Esteri del sorbitolo e del gllcerolo (tensioattivo Arlacel 1689, ESPERIS 
S.P.A.) (10 ml) 

- Vibrio anguillarum 01 iioflllzzato, InatOvato al calore (60°C per 15 
minuti): 0,05 gr o 0,1 gr di batten llofllizzati sospesi in 1 ml d'acqua 

- Lisozima cloridrato (SPA di Milano) con .purezza del 100 %; 0.1 gr di 
protelna solubilizzati in 1 ml d'acqua. 

Procedura 

100 ml di olio di girasole con 1 % di Arlacel 1689 erano mescolati 
mediante agitatore meccanico a 1000 giri/minuto per 10 minuti. A parte, 
12 mi di soluzione di HPMC alio 0.4 % pN si aggiungevano a 10 gr di 
sodib alginate al 4 % p/v; la soluzione cosi formata era agitata e 
successivamente sonicata per 5 minuti ad una frequenzia di 97 Kl^z ± 
6%. Alia miscela, costituita da olio di girasole e tensioattivo, si 
aggiiingeva goccia a goccia la soluzione costituita dall'alginato e 
dail'HPMC e si sottoponeva ad agitazione per 10 minuti. Alia soluzione di 
aiginato e HPMC si aggiungevano la protelna ed 11 batterio. In seguito, 
alia miscela oleosa si aggiungevano lentamente 10 ml di una soluzione 
alio. 0.5 % di CaCIa -<- 1 % di Tween 80 e si lasdava agitare per 5 min. Si 
aggiungevano quindi 30 ml della soluzione di chitosano alio 0,1 % 
contenente CaCb in modo da fomriare Ca - aiginato, un composto 
insolubile che tendeva a precipitare e si lasciava reagire sotto agitazione 
ancora per 10 minuti. In seguito la miscela veniva disldratata con 60 ml di 
isopropanolo e lasciata in agitazione per altri 5 minuti. La miscela cosi 
ottenuta era oehtrifugata per 10 minuti a 1100 xg per favorire la 
precipitazione delle microsfere. II precipitato era filtrate sotto vuoto 
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mediante fiKri di nitrato di cellulose con cut - off dl 0.45 urn e si 

risdacquava 11 residue con isopropanolo. Le microcapsule erano infine 

asclugate in stufa a 37^0 per 24li. 

Le microcapsule ottenute sono mostrate in fig. 1 . 

Esempio 2: preparazione per emulsione di microcapsule di ciiitosano 

(0.2 % p/v ). alginate (2 % pN) contenerjti lisozima cort aggiunta di 

HPMC 

STEP 1 

- Soluzione A: 4.5 gr di CaCIa (15 % p/v) erano aggiunti a 30 ml di una 
soluzione dl chltosano 0.2 % p/v In acqua/acido acetico (0.5 %); la 
soluzione cos\ ottenuta veniva portava a pH 5.5 con aggiunta dl NaOH 
IN. 

- Soluzione B: In un becker erano messi 100 ml di olio di girasole e 1 ml 
dl Arlacei (surfactants) e la soluzione era tenuta In agltazlone a 1000 
giri/minuto per 10 minuti (agitatore ad albero) 

- Soluzione C: 12 ml di HPMC alio 0.4 % p/v (1 gr in 100 ml di EtOH + 
150 ml acqua) erano aggiunti a 10 gr di soluzione dl sodio alginate al 2 % 
p/v; si lasciava In agltazlone per circa 5 minuti e successivamente si 
sonicavsi per altri 5 minutl; 

- Soluzione D: 0.1 gr di llsozlma erano risospesi In 1 ml d'acqua 

- Soluzione E: 1 0 mi di CaCb 0.5 % e 1 % dl Tween 80 
STEP 2 

Una volta preparate le 4 soluzloni si procedeva con i'agglunta della 
soluzione D (llsozlma) nella soluzione C di alginate e HPMC e si lasciava 
agitare finch6 non si otteneva una sospensione omogenea. 
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Successivamente la soluzione cos] ottenuta veniva veisata goccia a 
goccia nella soluzione B sotto agitazione e si lasciava agitare per 10 
minuti. Quindi la soluzione E si versava lentamente nel becker e si 
lasciava In agitazione per 5 minuti. Successivamente si aggiungeva la 
soluzione A (chitosano e ciomro di calcio) e si lasciava in agitazione per 
10 minuti. Infine si versavano 60 ml di isopropanolo e si lasciava in 
agitazione per 5 minuti. L'emulsione cosl ottenuta veniva centrifugata per 
10 rninuti a 1100 xg. SI filtrava sotto vuoto mediante filtri di nitrate di 
cellulosa con cirf - off di 0,45 pm e si risciacquava il residue con 
isopropanolo. Le microcapsule filtrate si mettevano ad asciugare in stufa 
per24ha37'C. 

Esempio 3: preparazione per emulsione di microcapsule di chitosano 
(0.2 % p/v), alginate (4 % p/v) contenenti iisozima senxa HPMC 
STEP 1 

- Soluzione A: 3 gr di CaCIa (10% p/v) erano aggiunti a 30 ml di una 
soluzione di chitosano 0.2 % p/v solubilizzato In acqua/acldo acetico (0.5 
%); la soluzione ottenuta veniva portava a pH 5.5 con aggiunta di NaOH 

- Soluzione B: in un becker erano messi 100 ml di olio di girasole e 1 ml 
di Arlacel (surfactante) e la soluzione era tenuta in agitazione a 1000 
giri/minuto per 10 minuti (agltatore ad albero) 

- Soluzione C: 10 gr di soluzione di sodio alginate ai 4 % p/v 

- Soluzione D: 0.1 gr di Iisozima erano rlsospesi con 1 ml d'acqua 

- Soluzione E: 10 ml di CaCIa 0.5 % e Tween 80 all'l % 
STEP 2 

Una volta preparate le 4 soluzioni si procedeva con I'aggiunta della 
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soluzione D (iisozima) nella soluzibne C di atginato e si lasciava agitare 
finch6 non si otteneva una sospensione omogenea. Successivamente la 
soluzione cos) ottenuta veniva versata goccia a goccia nella soluzione B 
sotto agitazione e si lasciava agltare per 10 minuti. Quindi ia soluzione E 
veniva versata lentamente nel becicer e. si lasciava in agitazione per 5 
minuti. Successivamente si aggiungeva la soluzione A (ciiitosano e 
clomro di calcio) e si lasciava In agitazione per 10 minuti. Infine si 
versavano 60 ml di isopropanolo e si lasciava In agitazione per 5 minuti. 
L'emulslone cosi ottenuta veniva centrifugata per 10 minuti a 1100 xg. Si 
flltrava sotto vuoto medlante flltri di nitrato di cellulosa con cut - off di 
0.45 pm e si risciacquava 11 reslduo con isopropanolo. Le microcapsule 
filtrate si mettevano ad asciugare in stufa per 24 h a 37'C. 
A scope comparative sono state preparate anche microcapsule di solo 
cliitosano o alginate contenenti Iisozima o vibrlone secondo gli esempi 4 
e 5 di seguito riportati. 

Esemoio 4: Microsfera di chitosano contenenti Iisozima o vibrione 
i gr di HPMC veniva solubilizzato in 250 ml di etanolo al 50 % (v/v) e 
venivano aggiunti 0.1 gr di Iisozima o di Vibrio anguillamm, sospesi in 1 
ml d'acqua. La soluzione ottenuta veniva mescolata ad una soluzione 
contenente 1 gr di chitosano in 100 ml di acqua distillata con lo 0,5 % 
(v/v) di addo acetico glaciale; si sonicava per 15 minuti e si procedeva 
alio spray-drying. I parametri del processo erano: velocity di flusso 0,25 
l/h. temperature d'entrata 90*C, temperatura d'uscita BO^C. flusso 
dell'aria 700 Nl/h. 

Le microsfere di ctiitosano ottenute erano solubili in una soluzione 
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acquosa a pH 4-5 (soluzione di acqua/acido acetico 0.5 % o con HC1 1 
M) 

Esempio 5: Microsfere dialginato contenenti lisozima o vibrione 
12 ml dl una soluzione acquosa di HPI\/IC alio 0.4 % p/v erano aggiunti a 
10 gr di una soluzione acquosa di sodio alginate al 4 % p/v; si lasciava in 
agitazione per 5 minuti e poi si sonicava per aKri 5 minuti. p;1 gr di 
lisoama o di Vibrio anguillarum precedentemente sospesi in 1 ml 
d'acqua venivano aggiunti alia soluzione di alginate e HPMC e si 
lasciava in agitazione fino ad ottenere una sospensione omogenea. 
Questa miscela era versata goccia a gocda in 100 ml di olio di girasole 
contenente I' 1 % (v/v) di Arlacel 1689, usando un agitatora meccanico a 
1000 giri/minuto per 10 minuti. A questo punto si aggiungevano 
lentamente 5 ml dl.una soluzione alio 0.5 % di CaCb + 1 % di Tween 80 
e si agitava per 5 minuti. Successivamente si aggiungevano 30 ml dl una 
soluzione contenente CaCh anidro al 15 % e si lasciava reagire sotto 
agitazione per 10 minuti. Alia miscela si aggiungevano 60 ml di 
Isopropanolo e si lasciava in agitazione per 5 minuti. L'emulsione 
ottenuta era centrifugata per 10 minuti a 1100 xg. Si filtrava sotto vuoto 
con flitri di nitrate di cellulosa con cut-off dl 0,45 ftm e si risciacquava il 
residue con isopropanolo. Le microcapsule filtrate si mettevano ad 
asciugare in stufa per 24h a SZ^C. 

Le microsfere di alginate erano solubill in sodio citrate 0.5 M. 
Sulle microcapsule preparate secondo I'esempio 1 6 state quindi 
detemrainato il cbntenuto di lisozima e di antigene ed il rilasdo del 
lisozima a diversi pH come di seguito descritto. In confronto con 
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miorocapsule di esempio 4 e 5. 

Esempio 6 : determinazione del contenuto di lisozima e di antigene 
Campion! di microcapsule contenenti sia lisozima che vibrione sono stati 
solubilizzati ed in seguito, dopo aver eliminato gli alginati dalla soiuzione 
mediarite precipitazione, d stato detenninato ii contenuto totale di 
lisozima e Vibrio anguliiarum con tecniche di immunoprecipitazlone (test 
ELISA) e mediante dosaggio proteico con reattivo di Bradford; soltanto 
per la detennlnazione della quantity di lisozima § stata impiegata anche 
Tanalisi cromatografica HPLC. 
Precipitasone degii alginati 

I campion! di microsfere a singolo strato di alginate sono stati solubilizzati 
in sodio citrate 0.5 M mentre per quelle a doppio strato di chitosano- 
alginato § stato necessario prima solubilizzare il chitosano in addo 
acetico 0.5 % o HC1 1 N. In seguito, per far precipltare gli alginati, veniva 
aggiunto un volume 2/3 volte superiore di alcool (isopropanolo). Dopo 
una centrifugazlone per 10 minuti a 550 xg a 4°C, si osservava la 
formazione di un pellet flocculoso bianco. Si recuperava la soiuzione 
alcolica sopranatante, contenente la protelna solubilizzata e, poichS 
I'alcool Interferiva nelle analisi, si procedeva alia dialisi della soiuzione. 
Erano utilizzate membrane di dialisi con cut-off d\ 12000 Dalton. 
La dialisi del campion! era condotta in un recipiente contenente acqua 
distillata, preferibilmente sotto agitazione, per un tempo minimo di 24 h. 
Al temoine si prelevava II dializzato. registrando il volume ottenuto del 
singol! c^mplonl. e si concentrava eventualmente la soiuzione recuperata 
fine all'ottehimento di un volume ottimale per I'analisi da effettuare. 
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a)TestEUSA 

La quantity totale di lisozima e Vibrio anguillarum era determinata con ii 
test ELISA, utilizzando rispettivamente antic»rpo di coniglio antilisozima 
e antivibrione biotinilati. Sono state preparate: le soiuzioni di lisozima e 
vibrione, discioiti in acqua distlllata per effettuare la curva di calibrazione 
e le soiuzioni del campioni in esame, solubilizzati nei conispettivl 
solventi. 

Una piastra da 96 pozzetti in polistlrene per ELISA d stata rfvestlta con 2 
/ pozzetto (per un volume totale di 200 ^i per pozzetto) di antlgene 
diluito in tampone bicarbonate 0.1 M a pH 9.6. La piastra era incubata 
per una notte a 4°C. Si rimuoveva i'eccesso di antlgene e 
successivamente la piastra era. lavata tre volte con PBS/Tween 20 (0.1 
%). Dope il blocco della piastra eseguito con latte scremato ai 2 % p/v In 
PBS per 1 li a aZX e successivi lavaggi con PBS/Tween 20, seguiva 
rincubazione a 37°C per 1 h con I'anticorpo antilisozima (1:1000) o 
antivibrione (1:100) biotinilati. Infine la piastra, dope tre ulteriori lavaggi, 
era Incubata per 30 minuti a ST'C con streptavidlna coniugata alia 
fosfatasi alcalina, diluita 1:1000 e successivamente con II substrate peria 
fosfatasi p-nitrofenilfosfato (PNPP) alia concentrazione di 1.0 mg/ml In 
tampone glicina a pH 10.4. Le letture sono state effettuate ad intervalli 
regoiari di tempo a 405 nm utilizzando lo spettrofotometro BS 1000 
Packard. 

b) Dosaggio proteico con reattlvo di Bradfonl 

La concentraziorie di proteine batteriche o di lisozima nelle microcapsule 
6 stata determinata con il metodo descritto da Bradford che pennette un 
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dosaggio fino a 10 )ig/ml. Per effettuare le curve di calibrazione sono 
state preparate le soiuaoni standard di BSA [1 mg/ml], utilizzata come 
controllo positive e le soluzioni di lisozima e vibrione [1 mg/mQ, discioiti in 
acqua, in sodio citrato 0.5 M e in acqua/acido acetico, come riferimento 
per i campioni esaminati. I campioni per lo studio di chitosano-lisozlma 
sono stati solubilizzati in acqua/addo acetico (0.5 %), le microsfere di 
alginate sono state disciolte in sodio citrato 0.5 M e mentre per quelle a 
doppio strato di chitosano-alginato d stato necessario prima solubilizrare 
il chitosano in acido acetico 0.5 % o HCI 1N. In una piastre da 96 
pozzetti, a 40 ^1 dl campioni in esame, opportunamente diluiti, sono stati 
aggiunti 200 di miscela di Bradford. Le letture spettrofotometriche 
erano effettuate a 590 nm con un lettore di piastre per ELISA (BS 1000 
SpectraCount, Packard), 
c) detenninazione mediante HPLC. 

La soluzione madre di lisozima e stata ottenuta solubilizzando 10 mg in 1 
ml di miscela acqua/acido acetico 0,5 % per lo studio delle microcapsule 
di chitosano-lisozima; le microcapsule di alginato-llsozima sono state 
solubilizzate in sodio citrato 0.5 M e per quelle a doppio strato di 
chitosano-alginato § stato necessario prima solubilizzare 11 chitosano in 
acido acetico 0.5 % o HCI IN. Dope precipitazione degli alginati 
mediante isopropanoio, le soluzioni alcoliche sono state dializzate in 
acqua e successivamente analizzate. Tali soluzioni sono state utilizzate 
giomalmente per preparare la curve di taratura alia concentrazione di 25, 
50, 100 ^ml. I campioni in esame, ossia i poiimeri puri e le 
microcapsule vuote o contenenti lisozima, erano discioiti in acqua/acido 
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acetico 0.5 %. 

Una volta diiuiti nella fase mobile, 50 \i\ del campioni sono stati iniettati 
(loop d'Inlezione) in colonna. La concentrazione di lisozima nelle 
microcapsule 6 stata detenminata airUV ad una lunghezza d'onda di 280 
nm, con'ispondente al massimo di assorbimento dell'analita considerate. 
L'analisi cromatografica d stata eseguita con una fase mobile costituita 
da una miscela di acido trifluoroacetico in acetonitrile (0.1 %) e acido 
trifluoroacetico in acqua (0.1 %) in rapporto 1 : 3. E' stata utilizzata una 
velocity di flusso di 1 .2 ml/minuto. 

Per la valutasiione della validity del metodo sono stati calcolati la 
linearitd. la ripetibilitd, la riproducibilitd e la sensibility, che hanno fomito 
risultati ottimali. 

Tabella 3: frazione di caricamento effettiva. espressa in percentuale, del 
lisozima nolle microcapsule rispetto alia percentuale attesa. 



Campioni 


dosaggio proteico con 


Test ELISA 


HPLC 




Bradford (% carico) 


(% carico) 


(% carico) 


Microcapsule a singolo strato 


es. 4 diitosano-lisozlma 


94 




88 


es. 4 chitosano-vibrione 


88 


84 




es.5 alginato-lisozlma 


37 




23 


es. 5 alginato-vibrione 


44 


36 




Microcapsule a doppio strato 


es. 1 chltosano-alginato 


96 


95 


86 


lisozima 








es. 1 chKosano-alginato 


22 


21 




vibrione 








es. 1 chltosano-alginato 


30 






iisozlma+vibrione 
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EsempfoT : Rilascio di lisozima a diversi pH 

Le miorocapsule erano sospese in tamponi a pH 3 e 5.5 ed erano tenute 
in agitazione a 37°C per 24li. Ad intervalli di tempo predetenninati, le 
sospensioni erano quindi centrifugate per 5 minuti e dal sumatante era 
prelevata un'aliquota per effettuare un dosaggio proteico con reattivo di 
Bradford. Al temnine di tale incubazlone, si centrifugavano i 2 campioni. si 
prelevava il sumatante ed i campioni erano risospesi in tampone a pH 8 
per le 24 h successive. In questo modo si simulava una iunga 
penfnanenza in ambiente acido (stomaco) seguita dalla pemrtanenza in 
ambiente alcalino (intestine). I risuitati ottenuti indicavano che a pH 3 e a 
pH 5 il rilascio di lisozima dopo 24 h era rispettivamente del 3.0 % e 3.2 
% (analoghi calcoli effettuati mediante HPLC hanno dato rispettivamente 
2.4 % e 3.6 %). Al contrario, la pemrtanenza in ambiente alcalino ha 
portato al rilascio di circa 60 % del lisozima. indipendente dal fatto che la 
soluzione partisse da pH 3 o da pH 5.5 (tab.4). 

Tabella 4: Percentuale di lisozima rilasciato dalie microcapsule di 
esempio 1, 4, 5 dopo 24 h di incubazione a pH 3 e pH 5.5 e dopo 
successive 24 h di incubazione a pH 8 e detemiinata mediante dosaggio 
proteico con reattivo di Bradford 





pH3 


pH 5.5 


pH3-pH8 


pH5.5-pH8 




% rilascio 


% rilascio 


% rilascio 


% rilascio 


Es 1: chitosano-atginato 
lisozima 


3.0 


3.2 


60.0 


60.0 


Es.4: chitosano lisozima 


70.0 


80.0 






Es.5: alginate lisozima 


3.0 


4.0 


70.0 


70.0 
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Anche sulle microcapsule, in cui i componenti erano combinati tra di loro 
in rapporti di concentrazione diversi rispetto alle microcapsule di esempio 

I e corrispondenti a quanto ripor^to in tab.2, sono stati valutati gli effetti 
ai fini del caricamento e del rilascio del iisozima. 

Esempio 8 : effetti sul caricamento e sul rilascio del Iisozima della 
variazlone della concentrazione del componenti espressa come % in pA/ 
(chitosano, alginate, calcio clomro e HPl^C) 

II caricamento effettivo ottenuto era valutato nel seguente modo: 

1 mg di campione era solubilizzato in acqua/acido acetico (0.5 %) o HCI 
1 M per.facilftare la solubilizzazione del chitosano e poi in sodio citrate 
0.5 M. i campioni venivano quindi sonicati ripetutamente. fine alia 
completa scomparsa di particeile in sospensione. Dopo la complete 
solubilizzazione, veniva aggiunto un volume 2/3x superiore di 
isopropanolo per lar predpitare I'alginato. La soluzJone era quindi 
centriftjgata per 10 minuti a 550 xg a 4°C e il surnatante era recuperate e 
messo a dializzare in acqua per 24li, in membrane di dialisi con cut-off d\ 
12000 Dalton. i campioni diaiizzati erano recuperet!, misurando il volume 
ottenuto, e analizzati con dosaggio proteico con reattivo di Bradford e 
HPLC come gid descritto in precedenza. I risuHati riportati in tabella 5, 
ottenuti mediante HPLC sono espressi in pg di Iisozima. 
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Tab.5 



microcps 




fjg ottenuti 


% carico 


1 


330 


50.5 


15.3 


2 


250 


56.3 


22.5 


3 


200 


44.5 


22.2 


4 


250 


40.7 


16.3 


5 (Es. 3) 


200 


27.1 


13.5 


6 


330 


16.0 


4.8 


7 


200 


19.4 


9.7 


8 (Es. 2) 


330 


29.2 


8.8 


9 


250 


61.3 


24.5 



II rilascio del iisozima dalle microcapsule § state valutato a divers! pH 
passando da ambiente acido ad ambiente basico per slmulare le 
condizloni present! nello stomaco e a livello intestinale secondo la 
seguente metodica: 

5 mg di microcapsule erano sospesi in 5 ml dl tampone glicina/HCI a pH 
3; la sospensione era tenuta in agitazione a S^^C per almeno 24h. Ogni 
2 h era prelevata un'aliquota e, dope aver centrifugato i campion! per 5 
minuti a 550 xg, era effettuato un dosaggio proteico con reattivo di 
Bradford, su curva standard di Iisozima in acqua. Dopo 24h circa si 
centrifugavano i campion! per 5 minuti a 550 xg e si recuperava il 
sumatante. Le microcapsule precipitate erano risospese in 5 ml d! 
tampone fosfato a pH8 e tenute in agitazione a 37*^0 per almeno 24h. 
Ogni 2 h era prelevata un'aliquota e, dopo aver centrifugato i campion! 
per 5 minuti a 550 xg, era effettuato un dosaggio proteico con reattivo di 
Bradford, su una curva standard di Iisozima in acqua. Per effettuare 



29 



3982PTIT 



Notarbartolo & Gervasi S.pA 



ranalisi cromatografica con I'HPLC, era necessario dializzare la 
soluzione in acqua, p^r eliminare il tampone fosfato. In tabella 6 sono 
riportati I dati relatM al rllascio dopo 24 h a pH 3 e a pH 8. 
Tab.6 







a pH3 


pH3 ^8 


Micro 
capsule 


jjg liso tot 


tjg rilasclati 


% rilascio 


Ijg rilasdatt 


% rilascio 


1 


252.5 


16.0 


6.3 


216.7 


85.8 


2 


281.5 


17.9 


6.3 


60.6 


21.5 


3 


222.5 


26.9 


12.1 


109.1 


49.0 


4 


203.5 


12.0 


5.9 


128.3 


63.0 


5 (Es. 3) 


135.5 


12.1 


8.9 


96.0 


70.8 


6 


80.0 


10.2 


12.7 


76.0 


95.0 


7 


97.0 


23.5 


24.2 


64.5 


66.5 


8 (Es. 2) 


146.0 


20.3 


13.9 


32.5 


22.3 


9 


306.5 


22.0 


7.2 


73.1 


23.8 



Nelle condizioni sperimentall sopra citate d stata verificata anche 
Finfluenza delta HPMC, ottenendo i risuKati riportati nella figura 2. 



Dairanalisi delia figura 2 ^ possibile stabilire i livelli delle variabiii che 
maggiormente influenzano ie due caratteristiche delle microcapsule 
prese in esame, ossia sulla % di caricamento e sulla % dl rilascio della 
proteina o deirantlgene. 

Per quanto riguarda la % di caricamento si evince che quest* ultima risulta 
massima nella formulazione contenente HPMC, io 0.5 % di chitosano, 11 3 
% di alginate e il 10 % di CaCh. 
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Mentre, per quanto riguarda la % di riiascio, questa viene ritardata per la 
presenza del seguenti fattori: HPMC, del 0.2 % di chitosano, del 3 % dl 
alginato e del 15 % di CaCb; mentre si riscontra un suo Incremento, 
quando I'HPMC non 6 presente. II chitosano § del 0.5 %. Talginato § del 
2%eilCaCl2§dei12%. 

Per le microcapsule ottenute ali'esempio 1 inglobanti lisozima e vibrione 
o solo lisozima e solo vibrione sono state anche confrontate alcune 
caratteiistidie (diametro, solubility e grado di rigonfiamento) con 
microcapsule di solo chitosano o di solo alginato preparate secondo gli 
esempi 4 e 5. 

Esemoio 9 : Caratterizzazione delle microcapsule di esempio 1, 4, 5 
Diametro medio 

La detenninazione della distribuziond particellare e del diametro medio 
delle microcapsule 6 stata realizzata tramite I'impiego della tecnica 
deU'anaiisi deH'Immagine, utilizzando un microscopio ottico (Olympus 
BH-2), collegato con un sistema computerizzato (Optomax-W, 
Cambiidge). 

Le microcapsule di chitosano, contenenti lisozima, presentavano un 
diametro medio di 3 |jun, riscontrato anche per quelle con Vibrio 
anguillamm, mentre le microsfere di alginato avevano un diametro medio 
di 7 \im, relativamente a quelle contenenti lisozima, e di 8 |im, in quelle 
con vibrione. Le microcapsule costituite da un doppio strato di chitosano 
e alginato mantenevano le dimension! necessarie alia captazione a livello 
intestinale (diametro < 10 pm) (tabella 7). 
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Grado di riaonfiamento 

Utillzzando sempre la tecnica dell'analisi dell'immagine, § stata valutata 
la tendenza al rigonflamento delle microcapsule, poste In acqua per 12h, 
dovuto parzlalmente al richiamo del llquido ad opera del pollmero e dl 
HPMC, contenuto nella preparazione. Successlvamente 6 stata misurata 
la distribuzione del diametro partlcellare delle microsfere "rigonflate" e 
Taumento osservato per le diverse microsfere era dell'entit^ di circa 2 
urn, valore che rientra comunque nei limiti richiesti. 
Solubilita 

Come indicate in tabella 7 le microcapsule dl chitosano erano solubili in 
soluzione aclda a pH 4-5 di acqua/acido acetico (0.5 %) o in acido 
clorldrico 1M, mentre le microcapsule di alginate si soiubilizzavano in 
sodio citrato 0.5M. Le microcapsule a doppio strato erano solubilizzate In 
acqua/acido acetico (0.5%) o HCI1M per facilitare la solubillzzazione del 
chitosano e pol In sodio citrato 0.5M. 
Tab.7 



Campion! Diametro medio (pm) SolubilitSi 


Microcapsule a singolo strato 


es. 4 cliitosano-iisozima 


3 


acqua/acacetico o HCI 1M 


es. 4 chitosano-vibrione 


3 


acqua/acacetico o HC1 1 M 


es.5 alginato-lisozima 


7 


sodio citrato 0.5M 


es. 5 alainato-vlbrione 


8 


sodio citrato 0.5M 


Microcapsule a doppio strato 


es. 1 chitosano-alginato lisozima 


5 


acqua/acacetico o HC1 1 M 
- sodio citrato 0.5M 


es. 1 chitosano-alginato vibrione 


5 


acqua/acacetico o HCI 1M 
- sodio citrato 0.5M 


es. 1 chitosano-alginato 
lisozima+vibrione 


5 


acqua/acacetico o HCI 1M 
- sodio dtrato 0.5M 
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Esempio 10 : Attivazione del sistema immunitario in vivo 
La vaiutazione della capacity della microcapsula di esempio 1 a doppio 
strato di veicolare I'antigene e i'adiuvante nel sistema immunitario 
deil'animale dopo somministrazione orale ^ stata effettuata su un 
modello murino utilizzando topi CBA femmine. ai quali ie microcapsule 
sono state somministrate attraver^o il mangime. in breve, microcapsuie a 
doppio strato contenehti iisozima e/o vibrione, corrispondenti in peso alia 
somministrazione di 2 mg/lcg/die di Iisozima e 1mg (1.5x10^ cellule) di 
vibrione/topo/die, sono state mescolate con mangime in polvere e 
somministrate a gruppi di animaii preventivamente condizionati 
ail'aiimentazione con 11 mangime in questione. Per controllo sono stati 
utilizzati gruppi trattati con Iisozima o con vibrione liberi o con 
microcapsule contenenti rispettivamente solo Iisozima o solo vibrio. II 
trattamento di immunizzazione § state protratto per 6 giorni consecutivi in 
gruppi di 5 animaii. 
Tab.8 



IgM dopo immunizzazione 



Gruppi 


24h 


7gg 


Anticorpi anti-lisozima 






controlli 


432±69 


478±49 


Iisozima 


743±69* 


836±141 


chito/alg-iisozima 


824±25* 


592±150 


diito/alg-liso/vibrione 


1291±104** 


616±56 


Anticorpi anti-vibrione 






controili 


548±126 


508±55 


vibrione 


762±142 


512±128 


ctiito/alg-vibrione 


1192±138* 


619±100 


chito/alg-lisozimaA/ibrione 


1417±192* 


890±74* 
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Tabella 8 . Anticorpi misurati mediante test Elisa nei sieri degli animali 
testati dopo prelievo di piccoli campioni di sangue dalla tasca guanciale. 
Ciascun valore riportato d la media±E.S. di misure da 5 animali different!. 
I dati riportati in tabella 8 mostrano chiaramente che la microcapsuia a 
doppio strato, caricata con adiuvante (lisozima) e antigene (vibrione) § 
capace di dare una stimolazione delle risposte immunitane, misurate 
dalla quantita di IgM rilasciate, decisamente superiore a quella ottenuta 
con il caricamento di un singolo componente, sia nel caso di anticorpi 
anti-lisozima, sia nel confronto di quelll anti-vlbrione. L'effetto § 
decisamente molto piu marcato se si confronta con la somministrazione 
del lisozima e del vibrione non microlncapsulatL *: p<0.05, **: p<0,01 , 
analisi della varianza: Anova e Student Newmann Keuls post test 
Le microcapsule oggetto deirinvenzione, aventi un diametro inferiore a 
10 pm, formate da uno strato interne di alginate che contiene Tantigene 
corpuscolato da veicolare al sistema immunitario mediante 
somministrazione per via orale ed uno estemo di chitosano che 
garantisce propriety mucoadesive alia parete deirintestlno, risultano 
efficaci a distribuire al sistema immuniteirio mucosale i'antigene e il 
coadiuvante, rappresentato nel caso illustrate dal lisozima (tabella 8). Lo 
studio dimostra che le microcapsule a doppio strato, cosi come vengono 
proposte, sono anche in grade di proteggere I'antigene dagli effetti 
degradanti nello stomaco degli animali trattati, risultando resistenti alia 
degradazione a pH acido e facilitando, al contrario, il rilascio del proprio 
contenuto a pH alcalino, cosi come si presenta nella prima parte 
deirintestino che, sia nel caso dei mammiferi sia in quelle dei pesci, § 
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ricco di organ! linfoidi. 

Le microcapsule deirinvenzione possono quindi essere utilmente 
impiegabili come veicoli di sostanze biologicamente attive a scopi 
vacdnogeni per la profiiassi e terapia di patologie infettive e non infettive 
o a scopi terapeutici delie stesse in campo umano o veterinario. 
Le microcapsule oggetto deirinvenzione possono essere somministrate 
in composizioni con opportuni eccipienti o dlluenti accettabili in campo 
farmaceutico o alimentare e per Timpiego previsto e nolle forme 
opportune alio scope come forme solide (polveri, compresse, capsule), o 
in forme liquide (soluzioni oleose o acquose) sia per dosaggio multiple 
che in monodose. 

In particolare, in campo veterinario, nella zootecnia o neH'ittiocoltura, le 
microcapsule deirinvenzione possono anche essere somministrate in 
fomia di polveri miscelate con i mangimi impiegati per Talimentazione 
degli animali. 
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RIVENDICAZIONI 

1. Microcapsule a doppio strato di polisaccaridi costitute da uno strato 
estemo di chitosano, uno strato interne di alginato ciaratterizzate da! fatto 
Che sono ottenute: 

- da soluzioni di alginato con concentrazioni di partenza comprese tra 2 
-4 %pN ; 

- da soluzioni di chitosano con concentrazioni di partenza comprese tra 
0.1 -0.5 % p/v; 

- da soludoni di uno lone divalente con concentradonl di 0,5 % p/v, 
quando lo ione divalente § in funzlone di gelificante dell'alginato per la 
fomnazione di capsule monostrato di alginato inglobanti almeno una 
sostanza biologlcamente attiva e cpmprese tra 10 - 15 % p/v quando lo 
ione divalente d In funzlone stabllizzante delle capsule a doppio strato. 
per uso come veicoli per la sommlnistrazione per via orale di dette 
sostanze biologlcamente attive. 

2. Microcapsule secondo la rivendicazione 1 in cui alle soluzioni di 
partenza dell'alginato e disperso un ulteriore polimero, 
I'idrossipropilmetilceliulosa, alia concentrazione di partenza di 0,4 % p/v. 

3. Microcapsule secondo la rivendicazione 1 in cui la concentrazione di 
partenza dell'alginato d al 4 % p/v e la concentrazione di partenza del 
chitosano 4 alio 0,1 % p/v e quella dello ione divalente in funzlone 
stabllizzante le microcapsule a doppio strato ^ al 15 % p/v. 

4. Microcapsule secondo la rivendicazione 1 in cui lo lone divalente % II 
calcio. 

5. - Microcapsule secondo la rivendicazione 1 in cui le sostanze 
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biologicamente attive sono scelte tra immunomodulanti, antigeni, 
chemioterapici, citochine, fettori di crescita. 

6. Microcapsule secondo ia rivendicazione 1 in cui alia sostanza 
biologicamente attrva d associato un adiuvante per incrementame la 
risposta biologica. 

7. Microcapsule secondo la rivendicazione 1 e 6 in cui la sostanza 
biologicamente attiva o Tadiuvante d il tisozima. 

8. Microcapsule a doppio strato dl polisaccaridi costitute da uno strato 
esterno di chitosano, uno strato intemo di alginate caratterizzate dal fatto 
di essere ottenute pen 

a) formazione di capsule monostrato inglobanti almeno una sostanza 
biologicamente attiva a partire da soluzibni di alginate in concentrazioni 
comprese tra 2 - 4 % p/v, in cui detta sostanza ^ disperse, per 
gelificazione con una soluzlone di uno ione divalente alia concentrazione 
di 0,5 % p/v; 

c) formazione del secondo strato di cliitosano e stabilizzazione della 
microcapsule a doppio strato ottenute per aggiunta di una soluzione di 
chitosano in concentrazioni comprese tra 0,1 e 0,5 % p/v e contenenti lo 
ione divalente in concentrazioni comprese tra 10 - 15 % p/v nelia 
soluzione contenente le capsule monostrato di alginate inglobanti detta 
sostanza ottenute in a) 

per uso come veicoli per la somministrazione per via orale di dette 
sostanze biologicamente attiye. 

9. Microcapsule secondo la rivendicazione 8 in cui alle soluzioni di 
partenza dell'alginato d disperse un ulteriore poiimero, 
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ridrossipropilmetilceliulosa, alia concentrazione di partenza di 0,4 % p/v. 

10. Microcapsule secondo la rivendlcazione 8 in cui la concentrazione 
di partenza deli'alginato § ai 4 % p/v e la concentrazione di partenza del 
chitosano d alio 0,1 % p/v e quelle dello ione divalente in funzione 
stabilizzante le microcapsule a doppio strato d al 15 % p/v. 

1 1 . l\^icrocapsule secondo ia rivendlcazione 8 in cui lo ione divalente d il 
calcic. 

12. Microcapsule secondo la rivendicazibne 8 in cui in cui ie sostanze 
biologicamente attive sono sceite tra Immunomodulanti, antigeni, 
chemioterapici, citochine, fattori di crescita. 

13. Microcapsule secondo la rivendlcazione 8 In cui alia sostanza 
biologicamente attiva § associate un adiuvante per incrementarne la 
risposta biologica. 

14. Microcapsule secondo la rivendlcazione 8 e 13 in cui la sostanza 
biologicamente attiva o Tadiuvante e il lisozima. 

15. Uso delle microcapsule secondo una deile rivendicazioni da 1 a 14 
per la preparazione di composizioni per la somministrazione per via orale 
di aimeno una sostanza biologicamente attiva a scopi vaccinogeni o 
terapeutici per la profilassi o la terapia di malattle infettive o non infettive 
in campo umano e veterinario. 

16. Uso delle microcapsule secondo la rivendlcazione 15 per la profilassi 
o la terapia nei campo della zootecnia e delta ittiocoltura. 

17. Composizioni di microcapsule secondo una delle rivendicazioni da 1 
a 14 in formulazidni adatte per la somministrazione orale sceite tra forme 
solide, come polveri, compresse, capsule, o forme liquide, come 
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soluzioni oleose o acquose, sia per dosaggio muKipIo che in monodose 
Gon eccipienti o diluenti accettabili dal punto di vista farmaceutico e 
alimentare In campo uniano e veterinario. 

18. Processo per la preparazione di microcapsule a doppio strato di 
polisaccaridi costitute da uno strato estemo di chitosano, uno strato 
intemo di alginate caratterizzato dal fatto di comorendere le seguenti fasi: 

a) formazione di capsule monostrato ingiobantl una sostanza 
biologicamente attiva a partire da soluzioni di alginate in concentrazioni 
comprese tra 2 - 4 % p/v, in cul detta sostanza e dispersa, per 
gelificazione con una soiuzione di uno ione divalente alia concentrazione 
di 0.5 % p/v; 

b) formazione del secondo strato di chitosano e stabilizzazione della 
microcapsule a doppio strato ottenute per agglunta di una soiuzione di 
chitosano in concentrazioni comprese tra 0,1 e 0,5% p/v nelia soiuzione 
e contenenti lo ione divalente in concentrazioni comprese tra 10-15 % p/v 
nelia soiuzione contenente le capsule monostrato di alginate inglobanti 
detta sostanza ottenute in a). 

19. Processo per la preparazione di microcapsule secondo la 
rivendlcazlone 18 in cul alle ^si a) e b) ^ agglunta la fase c) di 
disidratazione, isolamento ed esslccazione deile microcapsule ottenute. 

20. Processo per la preparazione di microcapsule secondo la 
rivendicazione 18 in cui alle soluzioni di partenza dell'alginato d disperse 
un ulteriore polimero. I'idrossipropilmetilcellulosa, alia concentrazione di 
partenza di 0,4 % p/v. 



39 



3982PTIT 



Notarbartolo & Getvasi S.p.A. 



21. Processo per la preparazione di microcapsule secondo la 
rivendlcazione 18 in cui la concentrazione di partenza dell'alginato d al 4 
% p/v e la concentrazione di partenza del chitosano h alio 0,1 % p/v e 
quelle dello ione divalente in funzione stabillzzante le microcapsule a 
doppio strato ^ al 15 % p/v. 

22. Processo per la preparazione di microcapsule secondo la 
rivendlcazione 18 in cui lo ione divalente d il calcic. 

23. Processo per la preparasdone di microcapsule secondo la 
rivendica2done 18 in cui le sostanze bioiogicamente attive sono sceite tra 
immunomoduianti, antigeni. ciiemioterapici. citocliine, fattori di cresclta. 

24. Processo per la preparazione di microcapsule secondo la 
rivendicazione 18 in cui alia sostanza bioiogicamente attiva § associato 
un adiuvante per incrementame la risposta biologica. 

25. Processo per la preparazione di microcapsule secondo la 
rivendicazione 18 in cui la sostanza bioiogicamente attiva o I'adiuvante d 
ii lisozima. 

I^^ilano, Ii 6 Agosto 2003 

p. FONDAZIONE CARLO E DIRCE CALLERIO ONLUS 



II M^^terio 
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